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RESUMO
Objetivo: Avaliar o tratamento enteral com L-glutamina nos parâmetros clínicos em modelo experimental 
de sepse. Métodos: Foram utilizados 24 camundongos B6129SF2/J: Primeiramente, 11 camundongos 
foram divididos em três grupos para avaliar o modelo experimental que mimetize a fase hipodinâmica 
na sepse. Os animais receberam solução fisiológica ou solução fecal a 10% ou 20% (i.p.), sendo 
avaliados glicemia e temperatura corporal em 24h. Avaliamos o efeito do tratamento de L-glutamina 
por 47h na glicemia, temperatura retal, contagem de leucócitos e peso corporal em 13 animais nos 
grupos: Controle, Sepse, Glutamina e Sepse+Glutamina. Resultados: A solução fecal 20% induziu a 
sepse, evidenciando hipotermia, hipoglicemia e leucopenia. O tratamento com L-glutamina evitou a 
leucopenia. Conclusão: O tratamento com L-glutamina previne a leucopenia no modelo experimental 
de sepse, sem melhorar outros parâmetros clínicos. Sendo a resposta imune essencial na sepse, o 
uso de glutamina pode ser útil como terapia adjuvante na sepse.
Palavras Chave: Sepse; Modelos Animais; Glutamina; Leucopenia.
ABSTRACT
The aim of study was to evaluate the effects of enteral glutamine treatment on clinical parameters in 
an animal model of sepsis. Were used 24 mice (B6129SF2/J) in two experiments: First 11 mice were 
divided into three groups to evaluate the animal model better to simulate the sepsis. Animals received 
saline (control) or faecal solution 10 or 20% (i.p), and were evaluated glycaemia and rectal temperature 
for 24h. Second 13 mice were divided into: Control, Sepsis, Glutamine and Sepsis+Glutamine. 
Glutamine was administered by gavage (1 g/kg) each 4h for 47h. Glycaemia, rectal temperature, 
leukocyte count and body weight was evaluated. Results: The administration of 20% faecal solution 
induced hypodynamic phase of sepsis with hypothermia, hypoglycaemia and low leukocyte count. The 
treatment with glutamine avoids the decrease in leukocyte. Conclusion: Since the immune response is 
essential in sepsis, the use of glutamine can be useful as adjuvant therapy in sepsis.
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Introdução
A Anualmente, ocorrem 31,5 milhões de casos de sepse no mundo, resultando em uma mortalidade de 5,3 
milhões de pacientes1, com elevados custos decorrentes das internações em hospitais2. A sepse é um processo 
infeccioso sistêmico gera uma resposta inflamatória e disfunção imunológica, com uma resposta inicial exacerbada (fase 
“hiperdinâmica”), que evolui para alteração em parâmetros clínicos, como a leucopenia, caracterizando imunodepressão3, 
principal preditor de mortalidade nesta doença4. Além disso, observa-se hipotermia5, hipoglicemia6 e perda de massa 
muscular7, caracterizando a fase “hipodinâmica” da doença3, que frequentemente evolui para o choque séptico e morte8.
O quadro hipercatabólico presente na sepse e a severa redução da massa muscular7, sugerem que uma 
suplementação com aminoácidos/proteínas poderia auxiliar no seu tratamento9. A suplementação com nutrição por via 
enteral, favorece o controle sobre o metabolismo energético, e evita isquemia intestinal e a disseminação dos patógenos 
para corrente sanguínea10, o que a torna uma boa alternativa para o fornecimento de substrato energético e para 
a adequação às metas calóricas e proteicas do organismo, além de evitar complicações pela diminuição do tempo 
de internação hospitalar11. O aminoácido glutamina destaca-se por sua função anabólica e estimuladora do sistema 
imune12. A diminuição dos seus níveis plasmáticos na sepse, está correlacionada com maior mortalidade13. Esses 
fatores sugerem, portanto, que a suplementação com este aminoácido possa ser alternativa no tratamento da doença14.
Existem alguns modelos experimentais de sepse que buscam mimetizar o foco infeccioso com infecção do 
trato abdominal. Ainda, embora existam alguns modelos experimentais de indução da sepse estabelecidos na literatura, 
como o da peritonite induzida por meio de cirurgia com a ligação e perfuração do ceco (CLP)15 , ou pela administração 
intraperitoneal de lipopolissacarídeo (LPS)16, nenhum deles demonstra a fase hipodinâmica da doença, nem mimetiza 
a infecção com bactérias comensais, além de apresentar a desvantagem da realização de intervenção cirúrgica, o que 
mostra a importância da realização de mais estudos nesse sentido. 
Neste contexto, este trabalho buscou adequar o modelo experimental de peritonite 10%, para um modelo de 
infecção sistêmica/sepse e avaliar o efeito do tratamento enteral com glutamina sobre os parâmetros clínicos da fase 
hipodinâmica da sepse.
Métodos
Animais
Foram utilizados 24 camundongos da linhagem B6129SF2/J (B6) com 90 dias de idade e 30 ± 2 g, provenientes 
do biotério da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUÍ), mantidos em gaiolas 
semi-metabólicas, ambiente com temperatura controlada (22 ± 2ºC) e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os animais 
receberam ração padronizada para animais de laboratório (Nuvilab CR-1) e água ad libitum. Todos os experimentos 
foram realizados no Laboratório de Ensaios Biológicos da UNIJUÍ (LEBio) e os protocolos experimentais aprovados pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNIJUÍ sob o parecer n°48/2016.
Desenho Experimental
 Os animais foram divididos em Experimento 1: avaliação dose-resposta e Experimento 2: avaliação dos efeitos 
do tratamento com L-glutamina. 
No Experimento 1 onze (n = 11) camundongos foram divididos em três grupos: Animais submetidos à administração 
intraperitoneal de solução fecal na concentração de 10% (grupo SEP 10%, n= 5) e 20 % (grupo SEP 20%, n = 3) e grupo 
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Controle (CONT, n = 3). Os animais dos grupos com sepse receberam administração de solução fecal 10% e 20% via 
intraperitoneal e os animais do grupo controle, solução fisiológica 0,9% em uma dose de 5µL/g de peso corporal17. 
Neste experimento foram mensuradas a glicemia e a temperatura corporal antes da administração intraperitoneal (T=0), 
4 (T=4), 8 (T=8), 12 (T=12) e 24 horas (T=24) após.
No experimento 2, foi avaliado o efeito do tratamento da sepse com L-glutamina, sendo treze animais (n = 13) divididos 
em quatro grupos; controle (CONT, n= 4), sepse (SEPSE, n= 3), glutamina (GLN n= 3) e sepse + glutamina (SEPSE+GLN, 
n= 3). Os animais do grupo sepse receberam administração intraperitoneal de solução fecal 20% em uma dose de 5µL/g 
de peso corporal, enquanto os animais do grupo controle receberam solução fisiológica 0,9% na mesma dose17. Foi 
mensurado o peso corporal antes e 48 horas após o início do protocolo experimental de sepse. A glicemia e temperatura 
corporal foram aferidas antes da submissão à sepse (T=0), e 1 (T=1), 4 (T=4), 8 (T=8), 12 (T=12), 24 (T=24), 36 (T=36) 
e 48 horas (T=48) após. Ao final do experimento os animais foram mortos por decapitação para a coleta do sangue, no 
qual foi realizada a contagem de leucócitos totais. 
Preparo da solução fecal para indução da sepse
A solução fecal nas concentrações de 10% e 20% foi preparada com fezes frescas dos respectivos animais. 
Após coleta das fezes, se fez um homogeneizado das mesmas em solução fisiológica 0,9%, de modo a obtermos uma 
concentração fecal de 10% e 20%. Em seguida, este homogeneizado foi filtrado através de gaze estéril para que fossem 
eliminadas as partículas maiores e, posteriormente, centrifugado a 1000g por 3 segundos. 
Intervenção com L-glutamina
Os grupos GLN e SEPSE+GLN foram suplementados com L-glutamina (1 g/Kg/dia por gavagem orogástrica, 
3 vezes por dia, com intervalos de 4 horas, iniciando-se 1 hora após a indução da sepse, totalizando 47 horas de 
tratamento com glutamina 16. 
Avaliação de parâmetros clínicos após indução de sepse
Os animais foram pesados antes e ao final do protocolo experimental em balança digital. A glicemia foi mensurada 
através de punção venosa na parte distal da cauda dos animais através de glicosímetro (Optium Execeed) e a temperatura 
foi mensurada com a inserção retal de termômetro (Techline). 
Após eutanásia, o tecido esplênico dos animais foi pesado em balança analítica e aproximadamente 20 µL de 
sangue total foi coletado em microtubos contendo 400 µL de líquido de Turk (corante de Turk RenyLab® utilizado para a 
contagem de leucócitos totais que consiste em 1% de Solução de Violeta Genciana em Solução de ácido acético 2%). 
Para a contagem de leucócitos totais foi utilizado 20 µL de sangue homogeneizado em um microtubo com 0,4 mL de 
líquido de Turk. O microtubo foi agitado para induzir a hemólise e a contagem de leucócitos foi realizada por microscopia 
(aumento de 400x) em câmara de Neubauer, considerando toda a área reticulada dos 4 cantos da câmara. O número 
de células foi definido pela soma do número de células nos quatro quadrantes e multiplicado por 50.
Análise estatística
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. Para comparação entre os diferentes grupos de 
tratamento, no mesmo tempo experimental, foi realizado teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste 
de Dunns. Já para comparação entre os diferentes tempos no mesmo grupo de tratamento, as amostras foram avaliadas 
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por teste de Friedman, seguido de pós-teste de Dunns, considerando nível de significância de 5% (p < 0,05). A presença 
de correlação entre os parâmetros de glicemia e temperatura nos animais submetidos à sepse (SEPSE e SEPSE+GLN) 
foi realizada através de análise de correlação de Spearman. As análises foram realizadas com o software GraphPad 
Prisma 5.0. 
Resultados e Discussão
 A sepse é uma doença complexa com gênese em um foco infeccioso e conseguinte disseminação sistêmica. 
Nesta doença ocorre o desenvolvimento de um quadro inflamatório que é seguido por uma fase hipodinâmica, fato que 
caracteriza a piora no quadro clínico dos pacientes, sendo que, muitas vezes, essa fase evolui para choque séptico 
e morte. A fase hipodinâmica é caracterizada por mudanças nos parâmetros clínicos como leucopenia4, hipotermia5, 
hipoglicemia6 e perda de massa muscular e peso corporal7.
Embora já existam alguns modelos experimentais que podem ser usados na avaliação da sepse, é necessário estudar 
um modelo experimental que mimetize de forma mais completa e adequada o quadro da doença. O modelo por peritonite 
através da administração com LPS é um modelo que utiliza um antígeno exógeno, portanto não mimetiza a infecção pela 
flora comensal do trato intestinal. Embora o modelo através da CLP possa representar uma infecção com as bactérias 
presentes nas fezes dos animais16, este modelo exige procedimento cirúrgico, o qual modifica a variável de temperatura 
corporal temporariamente, devido ao uso de anestesia18, o que prejudica a avaliação do próprio modelo experimental, 
além de influenciar em outros parâmetros fisiológicos como cardiorrespiratórios, vasculares, urinários e neurológicos18 
que são determinantes no quadro de sepse19. Assim, o modelo de administração de solução fecal do próprio animal 
representa vantagens em termos de mimetizar o quadro infeccioso com menores interferências metodológicas do que 
CLP ou LPS.
Experimento 1: Dose-resposta
Para avaliação da melhor dose que mimetizasse o quadro de sepse foram avaliados os parâmetros clínicos 
glicemia e temperatura corpórea. O protocolo experimental que melhor mimetizou a severidade do quadro de sepse foi o 
uso de solução fecal na concentração de 20%, pois foi capaz de induzir e manter um quadro de hipoglicemia (Figura 1A) 
e hipotermia nos animais avaliados (Figura 1B). 
 Figura 1: 
Avaliação glicêmica (A) e da temperatura retal (B) 24 horas após protocolo de indução de sepse por peritonite com 
solução fecal 10% e 20%. Teste de Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste de Dunns, * diferente do CONT, # diferente do 
CONT e SEPSE 10% p< 0,05.
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A hipotermia nas primeiras 24 horas está relacionada com pior prognóstico, sendo preditor de mortalidade5, 
exigindo minuciosa atenção no acompanhamento do paciente6. Nosso estudo conseguiu demostrar esta piora clínica 
caracterizando a fase hipodinâmica da sepse, usando modelo experimental com uso de solução fecal a 20%, levando 
a uma hipotermia severa de 34,7º C, 24 horas após a indução da sepse. Este quadro se assemelha ao observado em 
pacientes que possuem pior prognóstico com a evolução para a choque séptico e morte5. 
Experimento 2: Avaliação do tratamento com L-glutamina 
A partir da definição da dose de 20% de solução fecal a ser utilizada para indução da sepse nos animais, teve 
início o experimento com intervenção de L-glutamina por gavagem na fase hipodinâmica (4 horas após a indução da 
sepse). 
Uma das principais alterações metabólicas características da fase hipodinâmica na sepse envolve a perda de 
massa muscular com consequente perda de peso, sendo que os pacientes nesse quadro podem chegar a ter uma 
redução de até 50% da mesma7loss of the sodium-potassium gradient and to an increase in cytosolic Ca(2+. Isto sugere 
que a suplementação com aminoácidos como a glutamina poderia auxiliar no tratamento da doença9nutritional support in 
this patient population was intended to replete substrate deficiencies secondary to stress-induced catabolism. Recognition 
of the influence of certain nutrients on the immune and inflammatory response of the critically ill has led to the evolution of 
more sophisticated nutritional strategies and concepts. Administration of immune-enhancing formulas supplemented with 
a combination of glutamine, arginine, omega-3 fatty acids (\u03c9-3 FA, auxiliando a manutenção da massa muscular, 
muito importante para a defesa do organismo no quadro de sepse20.  O modelo experimental de sepse foi capaz de 
induzir perda de peso corporal (11%). Na situação de catabolismo da sepse, os animais apresentaram perda de peso 
corporal, efeito que não foi evitado com o uso da L-glutamina (1 g/Kg/dia) (Figura 2).
 
Figura 2: Perda de peso corporal (B) após 48 horas do protocolo de indução de sepse por peritonite com solução fecal 
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20%, e suplementação com L-Glutamina (1 g/Kg). Teste de Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste de Dunns (* P < 0.05). 
Resultado semelhante foi encontrado em pacientes com sepse, nos quais não foram observadas 
modificações no índice de massa corporal dos pacientes com a suplementação de glutamina13. 
Ainda, essa redução brusca de peso corporal pode promover imunossupressão, como verificado em nosso experimento 
explicitado pela contagem de leucócitos totais (Figura 4), o que pode estar relacionado com a diminuição da glutamina 
plasmática13, motivo adicional pelo qual buscamos estudar a intervenção com glutamina. 
A glicemia dos animais submetidos à sepse (SEPSE) diminuiu a partir de 4 horas, permanecendo assim até 24 
horas após a indução da sepse, o que independe do tratamento com L-glutamina (Figura 3A). Quanto à temperatura 
corporal, o grupo SEPSE apresentou hipotermia a partir de 1 hora, permanecendo assim até 4 horas após a indução da 
sepse (Figura 3B) e a glutamina não modificou esse parâmetro. Foi observada ainda uma correlação positiva (r = 0,504; 
P = 0,044) entre a glicemia e a temperatura retal nos animais com sepse (Figura 3C), independente do tratamento com 
a glutamina.
Figura 3: Glicemia (A), temperatura retal (B) em 48 horas após indução da sepse, e tratamento com L-Glutami-
na (1 g/Kg). *P < 0.05, SEPSE e SEPSE+GLN vs respectivos tempo zero (teste de Friedman, seguido de pós-teste de 
Dunns). # P < 0.05 SEPSE e SEPSE+GLN vs respectivos Controles no mesmo tempo (teste de Kruskal-Wallis, seguido 
de pós-teste de Dunns). Correlação de postos de Spearman entre glicemia e temperatura (C).  
Bactérias gram-negativas comensais do trato intestinal encontradas em fezes de humanos e roedores podem 
estar presentes na solução fecal administrada. Estas possuem a endotoxina LPS, que ocasiona diminuição na atividade 
da enzima hepática e renal fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), responsável pela gliconeogênese hepática e 
renal21, o que deve estar relacionado à diminuição na glicemia nos tempos 4 a 24 horas nos animais submetidos à sepse 
(SEPSE, SEPSE+GLN) (Figura 3A). Assim, a dose de L-glutamina administrada parece não ter sido eficaz em promover 
gliconeogênse hepática e renal neste estudo, o que pode estar relacionado com a diminuição das funções fisiológicas 
destes órgãos, ocasionadas pela suposta disfunção gerada nestes no quadro hipodinâmico da doença, mimetizado em 
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nosso estudo19.
Com a diminuição da glicemia e, portanto, de substrato energético, situação na qual há diminuição no Pool 
energético disponível de adenosina trifosfato (ATP), sendo este, responsável por 80% da energia térmica produzida, 
ocorre diminuição da termogênese22. Este fato pode explicar a diminuição brusca da temperatura observada nos animais 
com sepse (Figura 3B). Os valores da temperatura corporal mostram-se dependentes dos valores de glicemia em nosso 
modelo experimental de sepse, corroborando a hipótese anterior, nos quais foram encontrados uma correlação entre 
ambos os parâmetros (Figura 3C). 
Sendo assim, como a intervenção com L-glutamina na dose utilizada no estudo não foi capaz de promover 
modificações nos parâmetros de glicemia, este tratamento também não promoveu mudanças na temperatura corporal 
dos animais (Figura 3). Além disso, outros modelos de peritonite já demonstraram que este é capaz de promover 
diminuição no líquido intravascular local23, o que provoca liberação de catecolaminas levando à vasoconstrição periférica, 
ocasionando, assim, hipotermia24, sustentando os nossos resultados. 
Ao final das 48 horas, observou-se uma diminuição (~ 50%) na contagem de leucócitos totais nos animais do 
grupo SEPSE em relação aos animais sadios (CONT). O tratamento com L-glutamina evitou esse efeito nos animais com 
sepse (SEPSE+GLN) (Figura 4). 
Figura 4. Avaliação da contagem de leucócitos totais após 48 horas do protocolo de indução de sepse por perito-
nite com solução fecal a 20%, e suplementação com L-glutamina (1 g/Kg). “Teste de Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste 
de Dunns (&P < 0.05, SEPSE em relação ao CONT.).
A glutamina é utilizada como fonte de energia por células do sistema imune, potencializando-as, tendo importante 
papel na proliferação de linfócitos, na produção de citocinas e atividade fagocitária de macrófagos e neutrófilos, 
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considerado fator essencial para a defesa do organismo no quadro de sepse20. 
Corroborando com o nosso estudo, já foi demonstrado que a suplementação com glutamina intravenosa foi capaz 
de melhorar as condições da resposta imune, aumentando quantidades de IgA plasmáticas, diminuindo a apoptose e 
lesão da mucosa intestinal25 e apoptose pulmonar, em modelo de sepse26, reduzindo a mortalidade27laboratory and 
clinical trial data have indicated a relationship between GLN-mediated protection and enhanced heat shock protein 70 
(HSP70. A associação de glutamina intravenosa e enteral na sepse também diminuiu a apoptose de tecidos linfoides 
(baço e timo) e de citocinas pró-inflamatórias25, enquanto que a suplementação via enteral demonstra propriedades 
antioxidantes, alterando a expressão de proteínas citoprotetoras como as proteínas de choque térmico (Heat Shock 
Proteins - HSPs)16.
Em conjunto, os resultados de nosso estudo (resumidos na tabela 1) contribuem para o aprimoramento do uso 
de modelos experimentais com animais para o estudo da sepse e consequentemente contribuem para o estudo de novas 
estratégias terapêuticas como a suplementação com glutamina. Contudo, mais estudos são necessários abordando 
outros parâmetros clínicos e subclínicos que envolvem a sepse para melhor compreensão do modelo experimental de 
indução de sepse por administração de solução fecal, assim como melhor compreensão dos efeitos do uso de glutamina.
Tabela 1. Resumo dos resultados do modelo experimental de sepse e do tratamento com glutamina
Variável Efeito da indução de sepse por 
administração de solução fecal 
20%
Efeito da Glutamina
Contagem leucocitária Leucopenia Evitou a leucopenia
Temperatura hipotermia Não evitou a hiptermia
Glicemia hipoglicemia Não evitou a hipoglicemia
Peso corporal Redução do peso Não evitou a perda de peso
Conclusão
O estudo foi capaz de demonstrar um modelo experimental de peritonite adequado para mimetizar um quadro de 
sepse com sinais clínicos de hipoglicemia, hipotermia, leucopenia e perda de peso, caracterizando um quadro grave de 
sepse. O tratamento com glutamina enteral se mostrou eficaz em evitar a diminuição da contagem de leucócitos totais, 
mostrando-se útil no tratamento da doença.
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